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論 文 内 容 の 要 旨 
 GAK（cyclin G-associated kinase）は cyclin G と結合する Ser/Thr キナーゼである。GAK の非キナーゼ領域は、
脳神経特異的なクラスリン結合蛋白 Auxilin と高い相同性を示す。実際、Auxilin と同様にクラスリン被覆小胞の脱
被覆を制御することが示され、脳神経以外の細胞でクラスリンを介したエンドサイトーシス制御に主要な役割を果た
していることが明らかにされてきた。しかしながら、この機能にキナーゼ領域は不要なため、GAK は他にも重要な
機能を担っていると予想される。その解明のため、まずモノクローナル抗体を２種（K9-10、K9-13）作製して細胞
染色を行ったところ、K9-10 は核にのみ、K9-13 は細胞質と核の両方に GAK を検出した。このことは GAK には核
局在型と細胞質局在型の２種類が存在している可能性を示唆する。核内における GAK の結合因子をプルダウンアッ
セイや免疫沈降・ウエスタン法により検証し、脱リン酸化酵素（PP2A）の B′サブユニット、cyclin G1、p53、クラ
スリン重鎖(CHC)が in vitro および in vivo で結合していた。なかでも GAK と CHC は細胞質と核内で結合部位が異
なっていた。このことは GAK が核内でエンドサイトーシス制御以外の役割を CHC とともに果たしている可能性を
示唆する。また、GAK は PP2A の B′サブユニット（核型を含む）をリン酸化標的としていたため、そのリン酸化位
置を決定し、リン酸化抗体を作製して in vivo での挙動を調べた。GAK キナーゼ活性を不活化させた変異体(GAK-kd)
と、PP2A B′の GAK リン酸化位置をアラニンに置換した変異体（TxA）を同時に 293T 細胞内で過剰発現すると、
p53、CHC、ATM、Chk2 のタンパク発現量が増大していた。既知の PP2A の脱リン酸化標的（Chk2、MDM2 など）
や CHC によって転写制御される p53 の転写標的（p21 など）についてもウエスタン法・RT-PCR を用いたタンパク・
mRNA 発現量について検証したところ、GAK に比べて GAK-kd や TxA では Chk2 のリン酸化状態の上昇、MDM2
のタンパク量・mRNA の低下、p21 のタンパク量・mRNA 発現誘導などが観察された。これらの結果は、GAK が
PP2A の脱リン酸化活性の制御を介した p53 経路の制御を行っていることを示し、p53 転写のコアクチベーターとし
ての CHC が GAK/PP2A の脱リン酸化機能により制御されていることを示唆する。 
 一方、GAK の結合因子である Cyclin G2 が細胞へのガンマ線照射２時間後までには核内で点状に集積することを
見出した。Cyclin G1、PP2A、GAK ではそのような局在変化は見せなかった。これらの結果は Cyclin G1 と Cyclin G2
で機能分担がなされていることを示唆する。免疫染色してみると Cyclin G2 の核内ドットの大半は PML body および
修復焦点（γ-H2AX）が示すドットに一致した。さらに、免疫沈降法により Cyclin G2 が PML と複合体を形成して
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いることを確認した。その他の幾つかの実験結果から、Cyclin G2 が DNA 修復開始において何らかの役割を果たし
ていることが示唆された。Cyclin G2 ノックアウトマウスの候補が出来てきたので、確認ができしだい Cyclin 
G2-/-MEF 株を樹立して幾つかの確認実験を行う予定である。 
 以上、GAK/cyclin G/PP2A 複合体の新しい機能のひとつとして、PP2A B′を標的としたリン酸化による PP2A の
脱リン酸化活性の制御を示唆する結果を得た。GAK と CHC は直接結合するだけでなく、核内では細胞質と違う部位
で結合するという発見は、GAK と CHC が核内で新たな役割を持つことを示唆する。実際、p53 転写の CHC を介し
た転写誘導が GAK の PP2A B′のリン酸化による活性化を介して制御されていることが示された。本研究で開発に成
功した GAK、GAK-kd、TxA を用いたアッセイ法は、新たな PP2A の脱リン酸化標的を網羅的に探索・同定するた
めの簡便で有用なツールとなる。PP2A は可変スプライシングにより２つの核局在型（α1、α2）および、細胞質局
在型（α3）を発現しており、GAK によるリン酸化部位はこれらのいずれでも存在することから、この機能は細胞質
においても使われている可能性が高い。実際、既知の標的（ATM、Chk2、p53 など）で再現性を確認したうえで、
我々は新たな PP2A の脱リン酸化標的の候補を幾つか見出すことに成功した。細胞内に張り巡らされたシグナル伝達
経路のうち、リン酸化については詳しく研究されてきたが、脱リン酸化の仕組みは未知のまま残されている。本アッ
セイ法で PP2A の脱リン酸化標的を一網打尽に同定すれば、少なくとも PP2A を介した脱リン酸化制御の解明の足が
かりになるかもしれない。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本論文では、cyclin G と結合する Ser/Thr キナーゼである GAK（cyclin G-associated kinase）の機能解析を行っ
た。これまでに GAK の機能として、細胞質でクラスリン被覆小胞の脱被覆を制御することが示され、脳神経以外の
細胞でクラスリンを介したエンドサイトーシス制御に主要な役割を果たしていることが明らかにされてきたが、この
現象にはキナーゼとしての領域は不要であるため GAK の持つキナーゼドメインの役割は不明であった。本論文にお
いては、まず GAK が細胞質のみでなく核内にも局在していることを発見し、GAK が核内で p53、cyclin G1、PP2A 
B’そしてクラスリン重鎖（CHC）と複合体を形成していることを生化学的および免疫染色を用いて証明した。ついで、
GAK は PP2A B’をリン酸化標的としていることを in vitro キナーゼアッセイで見出すと共に、その位置が 1 ケ所
（Thr104）であることを証明した。さらに Thr を Ala に置換した変異体を作成し、この過剰発現によるアッセイ法
が新たな PP2A の脱リン酸化標的を検索するのに有用であること示した。以上のように本論文で GAK の持つキナー
ゼドメインの役割は解明され、GAK の新たな機能が示された。それとともに、これまで詳細が明らかでなかった PP2A
による脱リン酸化の分子制御機構の一端を、新たな制御タンパク質として GAK を同定することで解明した。この成
果は将来、バイオ工学の分野に応用される可能性のある内容である。したがって申請者（佐藤 淳）は、博士（工学）
の学位の授与に値すると考える。 
